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Beschr ibung 

Die Erfindung betrifft die elektroph retische Auf- 
trennung von Proteinen in einem diskontinuierlichen, 
aus jeweils h m genem Sammel- und Tr nngel best - 5 
henden System In dem hier beschriebenen System wird 
Taurinat als Folgei n und Tris als Gegenion verwendet 
Das Leition wird aus einer Reihe von Anionen gew^lt 
(z. B. Chlorid. Sulfate Acetat. Phosphat). 

Vorzugsweise wird die Elektrophorese als SDS-Elek- 10 
trophorese unter Zusatz von Natriumdodecyclsulfat 
(SDS)durchgeffihrt 

Zur elektrophoretischen Proteintrennung sind bereits 
eine Vielzahl kontinuierlicher und diskontinuierlicher 
Systeme beschrieben worden. Diskontinuterliche Syste- 15 
me konzentrieren die w^lBrigen Proben innerhalb einer 
sogenannten Sammelzone, bevor die eigentliche Auf- 
trennung der Proteine in der Trennzone stattHndet 
Durch die iConzentrierung werden schftrfere Proteinzo- 
nen erzeugt als in kontinuieriichen Systemen. Die Dis- 20 
kontinuitat kann sich auf Pufferzusammensetzung, pH- 
Wert und Gelst^ke beziehen; das im folgenden darge- 
stellte System ist in bezug auf alle drei Parameter dis- 
kontinuierlich. 

Das hier beschriebene Elektrophoresesystem ist da- 2s 
durch gekennzeichnet, dafi die Trennung in einer 
0,1 -1,0 mm, vorzugsweise O^mm dicken Gelschicht 
aus Polyacrylamid durchgefOhrt wird. 

Die Polyacrylamidschicht ist fest mit einer hydrophil 
gemachten Tr&gerfolie oder einem netzartigen Gewebe 30 
verbunden und erhflit dadurch mechanische StabilitSL 

Solche netzartigen Gewebe sind beispielsweise in der 
deutschen Offenlegungsschrift 3736 087 offenbart. auf 
die hiermit inhaltlich Bezug genommen wird. 

Die Trennzone weist eine Polyacrylamidkonzentra- 35 
ti n von 7—20% g/v auf, die Sammelzone von 4-5% 
g/v, vorzugsweise 5 Gew.-%. Der Antei! an Quervemet- 
zer, z. B. N,N'-Methylenbi$acrylamid, am Gesamtacryla- 
mid betrSgt 0^—5%, vorzugsweise 4 Gew.-%. Die be- 
anspruchten tConzentrationen, soweit sie in g/v (Ge- 40 
wicht/Volumen) angegeben sind, errechnen sich aus 
dem Gewicht in Gramm bezogen auf das Gesamtvolu- 
men angegeben in mL 

Sowohl Sammel- als auch Trenngel enthalten Glyce- 
rin oder Saccharose zwischen 5 und 40% gAr, vorzugs- 45 
weise 30% g/v (Sammelgel) bzw. 10% (Trenngel). 

Das in Trenn- und Sammelgel identisdie Puffersy- 
stem besteht aus 0,1 —0,5 mol/1, vorzugsweise 0,25 mol/1 
Tris Crris(hydroxymeth^)aminomethan) wobei der pH- 
Wert vorzugsweise 7A mit der SHure des ge- 50 

wQnschten Anions eingesteUt wird 

Zus^tzlich enthalten Trenn- und Sammelgel bei der 
SDS-Elektrophorese noch 0,04—0,1 Gew.-%, vorzugs- 
weise 0,06% SDS. 

Der Kathoden-Puffer besteht aus 0,1 -0^ mol/l vor- 55 
zugsweise 0,25 mol/1 Tris, 0,2—07 mol/1, vorzugsweise 
0,5 mol/1 Taurin mit einem pH-Wert von 8-9, vorzugs- 
weise 8A 

Der Anodenpuffer besteht wie im Trenn- und Sam- 
melgel aus Tris und dem jeweils gew^lten Anion, bei eo 
gleichem pH-Wert wird die Konzentration des Puffers 
2,5f ach im Vergieich zur Gelplatte eingestellt 

Bei der SDS-Elektrophorese enthalten Kathoden- 
und Anodenpuffer 0,1 — 1,0 Gew.-%,vorzugsw iseO,2% 
SDS. Anoden- und Kathodenpuffer werden vorzugs- 65 
weise in Form von mit dem jeweiligen Puffer g tr^kten 
Blocken aus Cellul se- od r Glasfaserpapier zwischen 
die Gel(ilatte und die Elektroden plaziert In diesem Fall 
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werden die Puffer mit einem Gehalt von 30% Glycerin 
zur Erhdhung der Viskositdt hergestellt Dadurch wird 
der unbeabsichtigte Austritt der PufferflQssigkeiten aus 
den Papierbldcken verhindert In einer anderen Ausfuh- 
rungsf rm werden spezielle Gelstreifen, die ebenfalls 
die PufferflQssigkeit enthalten, zur StromzufQhrung ver- 
wendet Diese Technik ist beispielsweise in der PCT-An- 
meldung WO 87/04 948 beschriebea 

Altemativ konnen die Puffer auch als freie Ldsungen 
in Pufferreservoirs eingesetzt werdea Die Verbindung 
zur Gelplatte wird dann durch puffergetr^nkte dOnne 
Papierstreifen hergestellt In diesem Fall wird auf den 
Glycerinzusatz verzichtet 

Das Aufbringen der Proben — der zu trennenden 
Proteine — erfolgt direkt auf das Sammelgel nach an 
sich bekannten Methoden. 

Die elektrophoretische Trennung der Proteine wird 
durch Anlegen eines Gleichstroms bei einer Spannung 
von 10- 50 V/cm in 1,5-2 h durchgefOhrt 

Das erfindungsgemdBe Verfahren unter Verwendung 
des beanspruchten Puffersystems ermdglicht eine we- 
sentlich habere Aufldsung der Banden, als dies bei der 
Verwendung bisher aus dem Stand der Technik bekann- 
ter Puff ersysteme moglich ist 

Die Fbderung und FSlrbung der getrennten Protein- 
banden erfolgt in an sich bekannter Weise z* B. mit Ser- 
va Blau R. Serva Violett 1 7 oder durch Silberf ^bung. 

Das nachfolgende Beispiel soil die Erfmdung eriau- 
tem, ohne sie jedoch einzuschrflnkea Die Herstellung 
der Gelplatten ist an sich bekannt, wie es z. B. bei Gdrg. 
A, Postel, W., Westermeier, Gianazza, Righetti, P. G. 
(1980) I.Biochem Biophys. Methode3, 273 -284 be- 
schrieben ist 

Beispiel 1 

Zusammensezung eines horizontalen SDS-Gels 

Sanmielgel (5% Polyacrylamid, pH 6,7) 

43 g/100 ml Acrylamid 

0,2 g/100 ml N,N'-Methylenbisacrylamid 

0,25 M Tris 

0,20 MHCl 

0,06 g/100 ml SDS 

30 g/100 ml Glycerin 

Trenngel (14% Polyacrylamid, pH 7,6) 

13,44 g/100 ml Acrylamid 

0,56 g/100 ml NJ^'-Methylenbisacrylamid 

0^5 M Tris 

O^MHQ 

0,06 g/100 ml SDS 

10 g/100 ml Glycerin 

Kathodenpuffer (pH 8,5) 
O^SMTris 
04 M Taurin 
0,2 g/100 ml SDS 
30 g/100 ml Glycerin 

Anodenpuffer (pH 7,6) 

0,625 MTris 

0,5 MHCl 

0,2 g/100 ml SDS 

30 g/100 ml Glycerin 
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PatentansprOche 

l.P lyacrylamidg 1 fOr die horizontale Elektropho- 
rese, enthaltend in Puffersystcm, das Taurinat als 
F Igeion und Tris als Geg nion enthilt dadarch 5 
gekennzeichnet, da0 das Leition aus der Gruppe 
Chlorid, Sulfat, Acetat oder Phosphat ausgew^hlt 
ist 

Z Polyacrylamidgel nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB es aus einem Trenn- und einem 10 
Sanimelgel besteht 

3. Potyacrylamidgel nach Anspruch 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Konzentration an 
Tris 0,1 -0^ mol/1 im Puffersystem betrSgt 

4. Polyacrylamidgel for die horizontale Elektropho- 15 
rese, enthaltend ein Puffersystem, das Tris als Ge- 
genion und ein Anion aus der Gruppe Chlorid, Sul- 
fat. Acetat oder Phosphat enthalt, wobei der pH- 
Wert zwischen 7^ und 73 eingestellt ist 

5. Pufferldsung fOr die Elektrophorese enthaltend 20 
Tris und Taurin. wobei der pH-Wert zwischen 8,2 
und8,7betrllgt 

6. Pufferldsung fOr die Elektrophorese enthaltend 
Tris, wobei der pH-Wert zwischen 7,2 und 73 ein- 
gestellt ist 25 

7. Verfahren zur elektrotytischen Auftrennung von 
Proteinen, dadurch gekennzeichnet, daB ein diskon- 
tinuierliches System aus einem homogenen Sam* 
mel- und Trenngel unter Verwendung eines Puffer- 
systems, das Taurin als Folgeion, Tris als Gegenion 30 
und als Leition ein Anion aus der Gruppe Chlorid, 
Sulfat, Acetat und Phosphat enth^t verwendet 
wird. 
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New Puffer Systems for Horizontal Gel Layer Electrophoresis 

The invention concerns new puffer systems for horizontal gel 
layer electrophoresis . 

Ll 

Description 

The invention concerns the electrophoretic separation of 
proteins in a discontinuous system consisting of correspondingly 
homogeneous collecting and separating gel. In the system 
described herein is used taurinate as sequence ion and tris as 
counter-ion. The conductive ion is selected from a series of 
anions (for example, chloride, sulfate, acetate, phosphate) . 

The electrophoresis is preferably carried out as SDS 
electrophoresis by using sodium dodecyl sulfate (SDS) . 

For the electrophoretic separation have already been 
described a variety of continuous and discontinuous systems. 
Discontinuous systems concentrate the aqueous samples within a 
so-called collecting zone before the actual separation of the 
proteins takes place in the separating zone. By way of the 
concentration were produced sharper protein zones than in the 
continuous systems. The discontinuity can refer to the puffer 

Numbers in the margin indicate pagination in the foreign 
text . 
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composition, pH value, and gel thickness; the system described 
below is discontinuous with respect to all three parameters. 

The electrophoresis described herein is characterized in that 
the separation is carried out in a 0.1-1.0 mm, preferably 0.5 
mm thick gel layer of polyacrylamide . 

The polyacrylamide layer is fixedly connected to a 
hydrophilically made carrier film or a reticular weave and is 
provided in this way with a mechanical stability. 

The separating zone has a polyacrylamide concentration of 7- 
20% g/v, the collecting zone of 4-5% g/v, preferably 5% by 
weight. The proportion of cross-linking agent, for example, 
N,N' -methylene bisacrylamide, to total acrylamide amounts to 
between 0.5 and 5%, preferably 4% by weight. The required 
concentrations, insofar as they are indicated in g/v 
(weight /volume) , are calculated from the weight in grams with 
respect to the total volume indicated in ml. 

The collecting gel as well as the separating gel contain 
glycerin or saccharose at 5 to 40% g/v, preferably 30% g/v 
(collecting gel) or 10% (separating gel) . 

The puffer system, which is identical in the separating and 
collecting gel consists of 0.1-0.5 mmol/1, preferably 0.25 mol/1 
tris (tris (hydroxymethyl ) aminomethane) , while the pH value is 
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adjusted to 7.2-8,4, preferably 7.5, with the acid of the 
desired anions. 

During the SDS electrophoresis, the separating and collecting 
gels also contain 0.04-0,1% by weight, preferably 0.06% SDS. 

The cathode puffer consists of 0,1-0.5 mol/1, preferably 0.25 
mol/1 tris, 0.2-0.7 mol/1, preferably 0,5 mol/1 taurine with a 
pH value of 8-9, preferably 8.5. 

The anode puffer consists like in the separating and 
collecting gel of tris and the correspondingly selected anion; 
with the same pH value, the concentration of the puffer is 
adjusted to 2 . 5 times in comparison with the gel plate. 

During the SDS electrophoresis, the cathode and anode puffer 
contain 0,1-1,0% by weight, preferably 0.2% SDS. The anode and 
cathode puffer are preferably placed in the form of blocks of 
cellulose or glass fiber paper soaked with the corresponding 
puffer between the gel plate and the electrodes. In this case, 
the puffer is produced with a content of 30% glycerin to 
increase the viscosity. In this way is prevented the 
unintentional escape of puffer fluids from the paper blocks. 
Special gel strips, which also contain the puffer fluid, are 
used in another embodiment for electrical supply. This 
technique is described, for example, in the PCT application WO 
87/04 948. 


As an alternative, the puffers can also be used as free 
solutions in the puffer reservoir. The connection to the gel 
plate is then produced by puffer-soaked thin paper strips. In 
this case, the glycerin addition is omitted. 

The application of samples (of the proteins to be separated) 
takes place directly on the collecting gel according to methods 
that are already known. 

The electrophoretic separation of the protein is carried out 
by applying a direct current with a voltage of 10-50 V/cm within 
1.5-2 hours. 

The process of the invention that uses the claimed puffer 
systems makes possible an essentially higher resolution of the 
bands than was possible until now in the state of the art when 
known puffer systems were used. 

The fixation and coloring of the separated protein bands 
takes place in a known manner, for example, with Serva Blue R, 
Serva Violet 17, or by silver coloring. 

The following example should explain the invention, but not 
limit the same. The production of the gel plates is already 
known, as described, for example, by Goerg, A., Postel, W., 
Westermeier, R. , Gianazza, Righetti, P.G. (1980) J. Biochem, 
Biophys. Method 3, 273-284. 

Example 1 


Composition of a Horizontal SDS Gel 
Collecting gel (5% polyacrylamide, pH 6.7) 
4.8 g/100 ml acrylamide 

0.2 g/100 ml N, N' -methylene bisacrylamide 

0.25 M tris 

0.02 M HCl 

0,06 g/100 ml SDS 

30 g/100 ml glycerin 

Separating gel (14% polyacrylamide , pH 7.6) 
13.44 g/100 ml acrylamide 

0.56 g/100 ml N, N-methylene bisacrylamide 

0.25 M tris 

0.2 M HCl 

0.06 g/100 ml SDS 

10 g/100 ml glycerin 

Cathode puffer (pH 8.5) 

0.38 M tris 

0.5 M taurine 

0.2 g/100 ml SDS 

30 g/100 ml glycerin 

Anode puffer (pH 7.6) 

0.625 M tris 

0.5 M HCl 
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0. 2 g/100 ml SDS 

30 g/100 ml glycerin 

/3 

Patent Claims 

1. A polyacrylamide gel for horizontal electrophoresis, 
containing a puffer system that contains taurinate as 
sequence ion and tris as counter ion, characterized in that 
the conducting ion is selected from the group of chloride, 
sulfate, acetate, or phosphate. 

2. The polyacrylamide gel of claim 1, which consists of a 
separating and a collecting gel. 

3. The polyacrylamide gel of claim 1 or 2 , wherein the 
concentration of tris in the puffer system amounts to 
between 0.1 and 0.5 mol/1. 

4. The polyacrylamide gel for horizontal electrophoresis, 
containing a puffer system that contains tris as counter ion 
and an anion of the group of chloride, sulfate, acetate, or 
phosphate, wherein the pH value is adjusted to between 7.2 
and 7.8. 

5. A puffer solution for electrophoresis containing tris and 
taurine, wherein the pH value amounts to between 8.2 and 
8.7. 
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6. A puffer solution for electrophoresis containing tris, 
wherein the pH value is adjusted to between 7.2 and 7.8. 

7. A process for electrolytic separation of proteins, wherein a 
discontinuous system of a homogeneous collecting and 
separating gel by using a puffer system that contains 
taurine is used as sequence ion, tris is used as counter 
ion, and as conducting ion is used an anion of the group of 
chloride, sulfate, acetate, and phosphates. 
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